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摘要: 以合成肽 COX-2-KLH 为完全抗原免疫 BALB/ c 小鼠, 通过脾细胞与骨髓瘤细胞 SP2/ 0 融合的杂交瘤技术, 筛
选获得 4株( 1E10、3D6、5B11、6G4)稳定分泌抗 COX-2 单克隆抗体 ( McAb)的杂交瘤细胞株. 采用 ELISA 的方法鉴定
McAb 效价、亚型及特异性.各株 McAb 均属 I gG1 亚型, 其中 1E10 腹水纯化后 MCAb 效价在 1B 107 以上, SDS-PAGE
电泳为单一条带,与同源异构体蛋白不发生交叉反应.获得的 McAb 被成功应用于 COX-2 生物学研究中的免疫组织化
学( IH C)和Western Blo t试验中. 本研究获得的单抗具有特异、高效的特点,为 COX-2生物学相关研究提供理论依据.
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. 生理状态下, COX-2 基因在绝大多数组织
细胞中不表达[ 5] .只有在细胞内外广泛的刺激下才诱












究靶向 COX-2基因 siRN A 特异诱导 COX-2 基因转
录后沉默,研究其对裸鼠皮下胃癌移植瘤的影响, 先进
行本试验, 制备特异性的抗 COX-2 蛋白的单克隆抗
体,为 COX-2的实验研究提供理论依据.
1  材料与方法
1. 1  材  料
1. 1. 1  COX抗原
人 COX-2蛋白(氨基酸 570-598, DPELIKTVT I-
NA SSSRSGLDDINPTVLLK) ,与 KLH 共轭结合, 委
托中国军事医学科学医学院合成, 纯度> 98. 0% ; O-
v ine、Canine、Rabbit、Rat 和 Mur in 的 COX-1 抗原
( Caymanchem ,美国) ; M ouse、Rat、Guinea pig、Sheep
和 Murine的 COX-2抗原( Caymanchem,美国) .
1. 1. 2  主要试剂
细胞培养基(包括不完全 RPM I-1640培养基、完
全 RPM I-1640培养基、HT 培养基、HAT 培养基等)
和 50% PEG购自 Sigma公司; 氨基喋呤( A)、次黄嘌






斯蓝蛋白分析试剂 ( Pierce,美国) ; 单抗亚型鉴定试
剂盒(郑州金赛尔生物科技有限公司) ; 其它试剂均
为国产分析纯.
1. 1. 3  细胞和实验动物
BALB/ c 小鼠、昆明小鼠由厦门大学实验动物中
心提供;小鼠骨髓瘤细胞 SP2/ 0由厦门波生生物科技
有限公司赠送; 胃癌 BGC-823细胞( AT CC, 美国) .
1. 1. 4  主要仪器
全自动万能研究用显微镜(带荧光) ( B* 61) ( O-
lympus, 日本) ; 倒置显微镜 ( CKX41-32PH / CKX41-
A32PH ) ( Olympus, 日本) ; 二氧化碳培养箱( Herae-
us, 德国) ; 自动酶免分析仪、电泳仪和转膜电泳仪
( BIO-RAD,美国) ;全排式生物安全柜 HFsafe 900T E
(四川新科仪器公司 ) ; DU-640 核酸蛋白分析仪
( ECKMAN,美国) .
1. 2  方  法
1. 2. 1  免疫方案
用 150 mmol/ L N aCl将 COX-2 蛋白配置成 1
mg / mL, 选取 6只 4~ 6 周龄雌性 Balb/ c小鼠, 以每
只小鼠 100 Lg 蛋白的量 1 B 1(体积比)将蛋白溶液
和福氏完全佐剂混合乳化, 进行第 1 次免疫; 第 1
次免疫后 3周 , 进行第 2 次免疫, 采用福氏不完全
佐剂与蛋白液混合乳化(下同) , 2 周后进行第 3 次
免疫; 第 3 次免疫后第 7 天断尾取血, 采用 Do t-
ELISA 的方法确定抗血清效价, 达 1 @ 105 以上的
小鼠可用于融合(未能达到要求, 于 2周后进行第 4
次免疫) ; 2 周后经尾静脉不加佐剂加强免疫 1 次;
3 d后取脾融合.
1. 2. 2  杂交瘤细胞株建立[ 8]
以正常 Balb/ c小鼠腹腔巨噬细胞和脾细胞( 2 @
104 /孔)为饲养细胞, 取对数生长期的骨髓瘤细胞株
SP2/ 0 1 @ 107 个细胞与免疫脾细胞1 @ 108个细胞,用
50% PEG作用 5 min进行融合, 经 HAT 和 HT 培养
基选择性培养, 3 周后当细胞生长超过孔底面积 1/ 3
时,用间接法检测培养上清液, 选择强阳性克隆,用有
限稀释法连续克隆化 3 次, 将克隆化后阳性率达
100%的细胞扩增培养后用于制备单抗腹水或液氮冻
存.
1. 2. 3  腹水单抗制备
先腹腔注射 0. 5 mL Pristane (降植烷) BaLb/ c
鼠, 1~ 2周后腹腔注射 1 @ 106 个杂交瘤细胞, 接种细
胞 7~ 10 d后可产生腹水, 待腹水尽可能多,而小鼠濒
于死亡之前,收集腹水, 间接 ELISA 方法测定效价并
及时冻存.










1. 2. 5  McAb 效价的测定
McAb效价测定用间接非竞争 ELISA 方法[ 7] ,以
2 Lg / mL COX-2为包被抗原,以 SP2/ 0细胞培养上清
为阴性对照, 从 1B1 000(体积比)开始系列稀释待检
McAb, 以( A exp- A blank ) / ( A ref-A blank ) \2. 1 的最大稀释
倍数为抗体效价.
1. 2. 6  抗体特异性的鉴定
Human COX-2 纯化单克隆抗体分别与 Ovine、
Canine 、Rabbit、Rat 和 Mur in 的 COX-1 抗原, 以及
Mouse、Rat、Guinea pig、Sheep 和 Murine 的 COX-2
抗原进行交叉反应试验, 方法采用 ELISA .
1. 2. 7  单抗亚型鉴定
利用单抗亚型鉴定试剂盒( ELISA 检测法)鉴定
每种单克隆抗体的免疫球蛋白类型及亚类.











1 @ 107 个/ mL,分别取0. 5mL 细胞接种于10只4~ 6周
龄BALB/c裸鼠腹股沟皮下.按公式V= 1/ 2 a @ b2 ( V 代
表瘤体积,a为长径, b为短径) ,待瘤体积生长到 50~ 70
mm3 时,将裸鼠随机分成 2组, 每组 5只.试验组瘤体注
射0. 1 mL 5 mg/ mL 转染试剂/ siRNA 复合物 (针对
COX-2基因的 siRNA) , 对照组注射转染试剂/非特异
siRNA复合物(针对EGFP基因的 siRNA) ,隔日 1次,
共7次. 14 d后断颈处死裸鼠,分离出瘤组织.
2) IHC检测 COX-2蛋白的表达变化
采用常规 IHC检测 COX-2蛋白表达, 简述如下:
瘤组织常规石蜡切片经脱蜡水化、热诱导微波抗原修
复、3% (体积比) H 2O 2 室温封闭和 10% (体积比)山羊
血清孵育;滴加 1 B1000(体积比)稀释的单克隆 COX-
2抗体, 37 e 孵育 60 min; 滴加生物素标记的羊抗人
IgG, 37 e 孵育 30 min;滴加过氧化物酶标记的链霉
亲和素, 室温孵育30 min; 0. 04% (体积比) DAB(含
0. 03% H 2O 2 )显色, 复染; 脱水,常规树胶封固, 观察结
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  果.
表 1  COX-2-McAb 与同源异构体抗原交叉反应情况
Tab. 1  Cross r eaction betw een COX-2-McAb and COX homo lo gy isomers antig ens
COX 类型 来源 基因系列 免疫反应
COX-1    人     LYHYPRGIPPQ _
   绵羊     LMHYPRGIPPQ _
   犬     LMHYPRGILPQ _
   兔     LMHYPRGVPPR _
   大鼠( Rat)     LMRYPPGVPPE _
   鼠科( M ur ine)     LMRYPPGCPPE _
COX-2    人     DPELIKT VT INASSSRSGLDDINPTVLLK +
   小鼠( M ouse)     DPQPTKTATINASASHSRLDDINPTVLIK _
   大鼠( Rat)     DPQPTKTATINASASHSRLDDINPTVLIK _
   豚鼠     DPLAKTVTINASASHSRLEDLSPTVLLK _
   绵羊     DAH LTKTVTINASSSH SGLDDINPT VLLK _
   鼠科( M ur ine)     DPQPTKTATINASASHSRLDDINPTVLIK _
  3) Western Blot法检测 COX-2蛋白的表达变化
按参考文献[ 9]进行蛋白样品制备: 称细胞鲜质
量,按 1 g 细胞加入 5 mL 超声波破碎缓冲液悬浮细
胞,超声破碎, 破碎液经 12 000 @ g, 4 e 离心 15 min,
收集上清.设 Marker 蛋白对照,进行常规 SDS-PAGE
电泳.电泳结束后, 切下 Mar ker 部分的泳道, 进行考
马斯亮蓝染. 剩区域恒压50 V电转2 h , 封闭后加入
1B1 000(体积比)封闭液稀释的单克隆 COX-2抗体,
室温孵育 1 h, 再加辣根过氧化物酶标记的羊抗人 IgG
(体积比 1B 5 000) , 室温孵育 1 h, DAB显色.
2  结  果
2. 1  免疫小鼠血清抗体效价检测
以每次 100 Lg COX-2蛋白免疫 Balb/ c小鼠 3次
后,取血通过 Dot-ELISA 检测其效价,图 1表示小鼠
抗COX-2的效价检测结果.从图中可以看出, 抗COX-
2抗体效价在 1 B 105 以上, 符合细胞融合的要求, 将
其脾细胞用于细胞融合.
2. 2  杂交瘤细胞株的获得
小鼠的脾细胞和 SP2/ 0 细胞融合, 融合率 63%.
在细胞融合后 12~ 17 d中,分批进行显微镜下挑选单
个克隆 86个,经检测有 14个阳性克隆,连续 3次以上
克隆和筛选,直至阳性率达到 100%. 获得 4株能稳定
分泌抗体的杂交瘤细胞株, 分别命名为 1E10、3D6、
5B11、6G4. 将其扩大培养后, 经3次冻存复苏后检测
 图 1  抗 COX-2 效价检测的 Dot-EL ISA 图谱
 F ig. 1 Do t-ELISA to identified the r ate of ant-i COX-2 ser-
um
仍保持阳性.
2. 3  腹水抗体纯化与浓度分析
取 1E10腹水进行纯化, 纯化后经考马斯亮蓝比
色法检测其蛋白质量浓度为 5. 12 g/ L, 经 SDS-PAGE
电泳为单独条带,说明单抗纯度较纯,符合设计要求.
2. 4  COX-2 M cAb的效价
1E10 腹水纯化后用 ELISA 试验确定 COX-2
McAb的效价在 1 B107以上.
2. 5  抗体特异性的鉴定
采用 ELISA 方法,把人 COX-2单抗分别与人、绵
羊、犬、兔、大鼠和鼠科的 COX-1抗原, 小鼠、大鼠、豚
鼠、绵羊和鼠科的 COX-2抗原进行交叉反应, 结果见




2. 6  单抗亚型鉴定
采用 ELISA 方法检测 4 株 COX-2 单克隆抗体
1E10、3D6、5B11、6G4均为 IgG1亚型.
#419#第 3 期              但  冰等:环氧合酶-2 单克隆抗体的制备和初步应用




蛋白表达强阳性;而注射转染试剂/ siRNA( ant-i COX-
2)复合物的试验组, 肿瘤细胞胞浆着色很浅, 细胞核
复染成蓝色.而且, 试验组瘤细胞相对较小, 核浆比例
略小于对照组, 说明 RNA 干扰显著抑制肿瘤细胞中
COX-2 表达.




射转染试剂/ siRNA( ant-i COX-2)复合物的试验组,在
同处有一个浅色的显色带, 颜色浅,说明 RNA 干扰显
著抑制肿瘤细胞中 COX-2 表达.
 图 2  Western Blot 检测胃癌组织 COX-2 蛋白的表达变化
 M. 标准蛋白; 1.基因载体/ siRNA ( ant-i EGFP )复合物; 2. 基
因载体/ siRNA( ant-i COX-2)复合物
 F ig. 2  Detect ion of COX-2 expression o f gastr ic cancer by
WB
3  讨  论






















能被取代.我们制备的抗 COX-2单克隆抗体 IgG 纯度
较高,效价在 107 以上,特异性高,与同源异构体蛋白
不发生交叉反应,符合设计的要求,可以应用于 West-




















交瘤不生长. 经筛选后我们选用 Sigma 公司 50%
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短,而且易得稳定株的最佳技术是目前研究的方向.
人类 COX-2基因定位于染色体 1q25. 2~ 25. 3,
全长约 8. 3 kb,由 10个外显子和 9个内含子构成,转





一[ 22-23] .由于传统的非甾体类抗炎药 ( Nonstero idal















因的 siRNA 特异诱导 COX-2基因转录后沉默, 研究
其对裸鼠皮下胃癌移植瘤的影响. 首先,将正常培养的
人胃癌 BGC-823细胞接种于 4~ 6周龄 BALB/ c裸鼠
腹股沟皮下, 3周后,所有的小鼠均有瘤体生长, 成瘤
率 100% ,成功建立了裸鼠皮下移植瘤模型. 然后, 将
裸鼠随机分成 2组, 试验组的瘤体注射 0. 1 mL 5 mg/
mL 转染试剂/ siRNA 复合物, 而对照组注射转染试
剂/空载质粒复合物,常规石蜡切片表明试验组瘤细胞
相对较小,核浆比例略小于对照组, 提示针对 COX-2
基因的 siRNA 转染能有效地抑制肿瘤的生长. 免疫组
织化学结果显示注射转染试剂/空载质粒复合物的阴
性对照组,其肿瘤细胞中 COX-2 蛋白表达强阳性, 而
注射转染试剂/ siRNA( ant-i COX-2)复合物的试验组,
其 COX-2 表达受到明显抑制.进一步的Western Blot
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( 1. Center of Clinical Labo rato ry , Zhong shan Hospital X iamen Univ ersity , X iamen 361004, China;
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Abstract: The BALB/ c mice w ere immunized w ith COX-2-KLH synthesized, the hybr idoma lines that secrete the monoclonal ant-i
body against COX-2 were scr eened by fusing splenocy tes and SP2 / 0 myeloma cells. F our hybr idoma cell lines pr oducing monoclonal
antibody ( McAb) against COX-2 w ere obtained and named 1E10、3D6、5B11 and 6G4. T he relat ive pr operties o f the McAbs were -i
dent ified by EL ISA . T he M cAbs were cha racterized by IgG1 isotype. The titer of 1E10 pur ified McAb was above 1B 107 . A single
band o f COX-2 was showed by SDS-PAGE. There was no cr oss r eact ion betw een human COX-2 McAb and COX-2 o r COX-1 pro teins
of other species. Futher study shows that the McAbs could be successfully used on test of IH C and Western Blot, which can be used
for studying on COX-2.
Key words: COX-2; monoclonal antibody; IHC; Western Blot
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